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1. Uvod

Priimyslova produkce vajec nebo driibeziho masa je zaloZena na vysoké koncentraci kufat
nebo slepic v hejnu. Ackoli vysoka koncentrace zvifat vede k vysoké produktivité, na druhé
strané je spojena se zvySenym rizikem Sifeni infekénich nemoci v hejnech. Sifeni chorob
neprospiva ani lihnuti kufat v €istém prostiedi lihni, bez kontaktu s rodi¢i. Kurata tak nejsou
kolonizovana baktériemi pfirozené stfevni mikroflory a nedochdzi k pfirozené indukci
nespecifické imunity. Naopak, pokud se v prostfedi vyskytne jakykoli patogen, travici trakt
vylihlé¢ dribeze pro n¢j predstavuje idealni ekologickou niku k rychlému pomnozeni a
trvalému osidleni.

Nezadoucim disledkim vysoké koncentrace driibeze se da predejit dalSim zvySovanim
biologického zabezpeceni chovli a dodrZzovanim piisnych hygienickych opatfeni. Tato
opatfeni jsou vSak ekonomicky i1 organizaéné pomérné narocnd a jejich dalSi, rozsifené,
uplatnéni jiz bude nardzet na kompatibilitu s redlnym svétem. Proto se hledaji levnéjsi a
ucinngjsi alternativy. Mezi které patii naptiklad vyuziti probiotik, vakcinace nebo kombinace
obojiho. Optimalizované vakcina¢ni schéma vede na jedné stran¢ k vysoké a dlouhodobé
chranénosti chovli dribeze ptfed infekénimi onemocnénimi, na strané¢ druhé ke snizeni
prevalence agens v chovech dritbeze a nasledné i vejcich a dribezich produktech.

Velky pocet kutfat v hejnu vyzaduje nendkladné a rychlé vakcinaéni techniky, jako je
vakcinace pitnou vodou nebo aerosolem. Aerosolovy zplsob vakcinace je preferovan pfi
vakcinaci proti respiracnim infekcim, nicméné tento zptisob miZze byt ucinny i pro vakcinaci
proti stievnim patogentim (van Eck, 1990). Nespornou vyhodou podéani vakciny aerosolovou
formou je rychlost, neinvazivita a i skutecnost, ze timto zptisobem mohou byt vakcinovéna i
Cerstvé vylihnutd kufata jesté v lihnich. V pfipad€ vakcinace driibeZe proti salmonelovym
infekcim a ve srovnani s oralnim podanim vakcin se jako dal$i vyhoda jevi homogenni
vakcinace vSech kufat a to velmi ¢asné po vylihnuti. Aerosolové vakcinovana kufata proto
mohou byt chranéna pted salmonelovymi infekcemi o 2 aZ 3 dny diive neZ pii ordlnim
podani, které¢ se redln¢ provadi az po transportu kufat z lihni do odchovu, tedy u 3 az 4
dennich kufat.

Z vySe uvedenych divodu jsme v naSich vakcina¢nich experimentech testovali ordlni a
aerosolovou vakcinaci jednodenni dritbeZe vakcinou, kterd obsahovala oslabené kmeny 3
ruznych serovarti salmonel. Dosazené vysledky prokdzaly minimdlné stejnou uc¢innost
aerosolové vakcinace jako po ordlni vakcinaci a soucCasné¢ jsme nezaznamenali zadné
nezadouci vedlejsi ucinky.

2. Cil metodiky

Hlavnim cilem tohoto funkéniho vzorku bylo ovéfit moznost aerosolové vakcinace dribeze
oslabenou salmonelovou vakcinou obsahujici kmeny 3 serovarti a porovnat kvalitu a délku
imunitni odpovédi ve srovnani s aplikaci stejné vakciny oralni cestou.



3. Vlastni popis funk¢éniho vzorku
3.1. Priprava atenuovanych kmeni S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis

Experimentalni vakcina obsahovala oslabené kmeny serovarti S. Enteritidis, S. Typhimurium
a §S. Infantis. Oslabeni bylo provedeno odstranénim ostrova patogenity SPI1, genu lon, a genti
pro tvorbu bi¢ikt (fliC a fIjB v zavislosti na serovaru). V kone¢ném disledku tedy byly
odstranény geny SPI1-fliC-lon u S. Enteritidis (Matulova et al., 2013) a SPI1-fliC-fljB-lon u
S. Typhimurium a S. Infantis. Kazdy ze serovart S. Enteritidis, S. Typhimurium a S. Infantis
byl ve vakcin€ zastoupen ve stejném mnozstvi. VSechny mutace byly pfipraveny pomoci
,overlap PCR*, klonovanim delecniho PCR produktu do plazmidu pDM4 a generovani delece
v cilovém kmeni docasnou integraci rekombinantniho plazmidu pDM4 do chromozomu
hostitele a jeho néslednou eliminaci v prostiedi s 5% sachardzou spojenou s tvorbou delece
(Ho et al., 1989; Milton et al., 1996). Po tomto zplisobu delece nezlistdvaji v modifikovaném
bakteridlnim kmeni Zadné cizorodé¢ sekvence.

3.2. Imunizace a infekce
Experiment byl s drobnymi modifikacemi proveden dvakrat.

V prvnim experimentu bylo v den vylihnuti aerosolové vakcinovano 24 kurat 10 ml suspenze
obsahujici 107 CFU/ml. Pro srovnani byl stejny pocet 24 kuiat vakcinovan i oralni cestou.
Vakcinaéni davka obsahovala 10’ CFU oslabenych salmonel v 0,1 ml inokula. V§echna
kufata v obou vakcinovanych skupinich byla ordlng revakcinovana davkou 10’ CFU
oslabenych kment salmonel v 0.1 ml inokula 21. den Zzivota. Orélni revakcinace u vSech
kufat, tedy vcéetné téch, kterd byla prvni den Zivota vakcinovana aerosolové, byla pouZita z
pravdépodobnych logistickych problémi s aerosolovou revakcinaci v chovech dribeze.
Posledni skupina se sestavala z 30 nevakcinovanych kontrol. Ve véku 41 dnl bylo 6
nevakcinovanych kontrolnich kufat utraceno. Polovina zbylych kufat ve v§ech skupinach byla
oralng infikovana 107 CFU plné& virulentniho kmene S. Enteritidis a u druhé poloviny kuiat
byla simulovdna extrémni infekce s vyuzitim intravenézni infekce v divce 107 CFU
virulentniho kmene S. Enteritidis. Ctyfi a étrnact dni po infekci bylo 6 kufat z kazdé skupiny
utraceno a byly stanoveny pocty salmonel v jatrech a ve slepém stieve.

Ve druhém experimentu bylo pro ovéfeni vyuzito témeét identického uspotfadani jen s tim
rozdilem, ze na pocatku bylo v kazdé skupiné 12 kuftat. Tti kutata z kazdé skupiny pak byla
infikovana 41. den Zivota a druha polovina byla infikovana az 84. den Zivota. Kufata pak byla
utracena jen 4 dny po infekci.

3.3. Vysledky
Oralni ale ani aerosolova aplikace vakciny nevedla k zddnym negativnim vedlej§im G¢inkiim
u vakcinovanych kurat a to ani v jednom z obou pokusti.



Aerosolova imunizace trivalentni vakcinou chranila kutata 4 1 14 dni po infekci, protoze u
vakcinovanych kurat byly statisticky vyznamné nizsi pocty salmonel v jatrech nez u kurat,
kterd nebyla vakcinovana (Obr. 1). Chranénost kutat byla patrna jak po oralni, tak i po
intravendzni cCelenzi. Protoze mezi ordlné a aerosolové vakcinovanymi kufaty nebyly
pozorovany zadné signifikantni rozdily, aerosolova vakcinace poskytovala stejné ucinnou
ochranu jako oralni vakcinace (Obr. 1 a 2).
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Obr. 1. Ochrana kufat trivalentni salmonelovou vakcinou aplikovanou oralné a aerosolem pted oralni infekci
divokym kmenem S. Enteritidis. Kufata byla vakcinovana trivalentni vakcinou prvni den Zzivota, 21. den
revakcinovana a infikovana pln€ virulentnim kmenem S. Enteritidis 41. den zivota. Kufata byla utracena 4 (Panel
A) a 14 dni (Panel B) po oralni infekci a byly stanoveny pocty salmonel v jatrech. Modré sloupce - pocty
salmonel u nevakcinovanych kutat, Cervené sloupce - pocty salmonel u kutat vakcinovanych oraln€, zelené
sloupce - pocty salmonel u kutat vakcinovanych aerosolem. * - signifikantné nizs$i pocet baktérii u
vakcinovanych skupin v porovnani s nevakcinovanymi a infikovanymi kutaty (p < 0,05, ANOVA test), ¥* - p <
0,01, ANOVA test.
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Obr. 2. Ochrana kufat trivalentni salmonelovou vakcinou aplikovanou oralné a aerosolem pied oralni infekci
divokym kmenem S. Enteritidis. Kufata byla vakcinovéana trivalentni vakcinou prvni den Zzivota, 21. den
revakcinovana a infikovana pln€ virulentnim kmenem S. Enteritidis 41. den zivota. Kurata byla utracena 4 (Panel
A) a 14 dni (Panel B) po intraven6zni infekci a byly stanoveny pocty salmonel v jatrech. Modré sloupce - pocty
salmonel u nevakcinovanych kuftat, Cervené sloupce - pocty salmonel u kutat vakcinovanych oralné, zelené
sloupce - pocty salmonel u kutat vakcinovanych aerosolem. * - signifikantné niz$i pocet baktérii u
vakcinovanych skupin v porovnani s nevakcinovanymi a infikovanymi kufaty (p < 0,05, ANOVA test).

V opakovaném pokusu jsme po oralni ¢elenzi pozorovali jen velmi nizké pocty salmonel ve
slepém stfevé a jatrech bez vyraznych rozdili mezi jednotlivymi skupinami (nepublikované
vysledky). Po intraven6zni ¢elenZi jsme pozorovali chranénost u aerosolové vakcinovanych
kufat, u kterych byly zaznamenany numericky niz§i pocty salmonel v jatrech nez u
nevakcinovanych kufat nebo i kufat vakcinovanych ordlné (Obr. 3). PiestoZe chranénost
nedosahovala statistické vyznamnosti (s nejvetsi pravdépodobnosti pro nizky pocet zvifat ve
skupingé, protoze tato vakcinace byla chépana jiz jen jako verifikaéni), tak byla zaznamenana
jak u Sestitydennich tak i u dvanactitydennich kutat (Obr. 3). Aerosolova vakcinace tedy
poskytuje ochranu chovii driitbeze pied infekei salmonelami i u kufat ve véku 12 tydnd.
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Obr. 3. Ochrana kufat trivalentni salmonelovou vakcinou aplikovanou oralné a aerosolem pied oralni infekci
divokym kmenem S. Enteritidis. Kufata byla vakcinovana trivalentni vakcinou prvni den Zivota, 21. den
revakcinovana a infikovana plné€ virulentnim kmenem S. Enteritidis 41. den (Panel A) nebo 84. den zivota (Panel
B). Kurata byla utracena 4 dny po intravenodzni infekci a byly stanoveny pocty salmonel v jatrech. Modré
sloupce - pocty salmonel u nevakcinovanych kuftat, cervené sloupce - pocty salmonel u kutat vakcinovanych

oralné, zelené sloupce - pocty salmonel u kufat vakcinovanych aerosolem.




4. Srovnani ,,novosti postupti“

Vyuziti aerosolové vakcinace vyznamné zjednodusi vakcinaci dribeZe a zkrati dobu od

vevys

pred infekci divokymi kmeny salmonel. Na trhu se Zadna podobna vakcina nevyskytuje.



5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Tento funkcni vzor slouzi jako zaklad pro skute¢nou Zivou atenuovanou salmonelovou
vakcinu, na které pracujeme ve spolupraci se spolecnosti Bioveta a.s. VSechny tfi kmeny
tvorici vakcinu jsou uloZeny na pracovistich autor(l i v Bioveté a.s. V soucasné dobé je
vakcina ddle testovana podle pozadavku Iékopisu na schvaleni Zivé atenuované salmonelové
vakciny pro ordini uziti u drabeze.



6. Ekonomické aspekty

Funkéni vzorek je na pracovisti autor( zaveden. Jeho dalsi pfipadné komeréni vyuZiti zavisi na
dokonceni vsech testl poZadovanych pro registraci vakciny. Potencialni ekonomické dopady
pro VUVel jsou odetieny ramcovou smlouvou s moznym uZivatelem Bioveta a.s.
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